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Генотерапия – одно из приоритетных направлений в противоопухолевой терапии, включающее в 
себя три основных подхода: иммунотерапию, онколитическую вирусную генотерапию и прямой перенос 
генов *Das et al., 2015+. Лечебное действие генотерапии достигается путем введения в организм человека 
терапевтических генетических конструкций *Goverdhana et al., 2005+. Несмотря на огромное количество 
исследований, проводимых в этой области знаний, главной нерешенной проблемой генотерапии счита-
ются низкая эффективность доставки генетического материала и нежелательные иммунные реакции, 
возникающие при введении в организм чужеродных генов *Goverdhana et al., 2005+. В настоящее время 
лечение злокачественных новообразований с использованием генотерапии связано с нормализацией 
работы онкогенов или генов-супрессоров путем прямого переноса генов, направленного на изменения 
генных нарушений или придания клеткам новых функций *Cross, Burmester, 2006+. 
Среди большого разнообразия рибонуклеаз (РНКаз) наиболее известными, в качестве потенци-
альных противоопухолевых средств, считаются: РНКаза ооцитов лягушки Rana pipiens – онконаза, РНКаза 
семенников быка – BS-РНКаза и бактериальная РНКаза B. pumilus – биназа. Онконаза совместно с доксо-
рубицином уже достигла III стадии клинических испытаний против злокачественной мезотелиомы легких 
человека *Ardelt et al., 2009+. Исследований для применения РНКаз в генотерапии не проводились.  
Целью данной работы явилось создание двух типов генетических конструкций, так называемой 
«суицидной» конструкции, несущей ген бактериальной РНКазы Bacillus pumilus 7Р – биназы, и «киллер-
ной», в которой ген биназы сцеплен с геном ингибитора РНКазы B. amyloliquefaciens – барстара, для их 
дальнейшего введения в онкотрансформированные клетки аденокарциномы легких человека А549.  
Выбор биназы в качестве терапевтического агента опосредован ее биологическими эффектами, 
которые делают фермент потенциальным противоопухолевым средством нового поколения *Mitkevich 
et al., 2014+. Биназа обладает избирательной цитотоксичностью по отношению к раковым клеткам, при 
этом проникновение РНКазы в нормальные клетки эпителия легких AT-II не оказывает на них значимого 
токсического влияния *Cabrera-Fuenres et al., 2012+. Показано, что фермент не обладает свойствами су-
перантигена, то есть введение РНКазы в организм не приводит к индукции поликлонального Т-
клеточного ответа *Ilinskaya et al., 2007+. Еще одним преимуществом биназы является индуцируемый ею 
способ убийства опухолевых клеток, который происходит путем запуска апоптоза, что предотвращает 
возникновение дополнительных воспалительный реакций в организме. Фармакологическая оценка би-
назы показала, что фермент может быть рекомендован для клинического применения *Mitkevich et al., 
2014]. 
В ходе работы были сконструированы две векторные системы на основе эукариотического вектора 
pCS2. На первом этапе ген биназы амплифицировали с плазмиды pML163 с использованием двух пар прай-
меров Bin-For-EcoRI и Bin-Rev-XhoI, несущих сайты рестрикции EcoRI и XhoI. Полученный фрагмент и вектор 
pCS2 рестрицировали по сайтам EcoRI и XhoI, вставку и вектор лигировали. Лигазной смесью трансформиро-
вали клетки Escherichia coli Top10. Клонирование гена биназы совместно с геном барстара проводили по той 
же схеме, гены амплифицировали с плазмиды pML163, с использованием праймеров Bin-For-EcoRI и Rnase-
Brst-Rev-XhoI. Наличие клонированных фрагментов в составе вектора pCS2 было подтверждено ПЦР и рест-
рикционным анализом. Секвенирование полученных векторных конструкций выявило наличие полнораз-
 V МЕЖДУНАРОДНАЯ КОНФЕРЕНЦИЯ “ПОСТГЕНОМ’2018” 
В ПОИСКАХ МОДЕЛЕЙ ПЕРСОНАЛИЗИРОВАННОЙ МЕДИЦИНЫ 
Казань                                               29 октября – 2 ноября 2018 
 
 
267 
мерного гена биназы (http://www.uniprot.org/uniprot/P00649) и гена РНКазы совместно с барстаром 
(http://www.uniprot.org/uniprot/P11540) во втором варианте.  
Сконструированные векторные системы были трансфецированы в клетки аденокарциномы легких 
человека А549 с использованием реагента «Липофектамин 2000». Об успешности проведенной трансфек-
ции судили по интенсивности флуоресценции маркерного белка GFP, используемого в качестве положи-
тельного контроля. Доля транфецированных клеток составила 80%.  
Полученные результаты предполагают, что генетическая «суицидная» конструкция на основе ге-
на биназы, обеспечит внутриклеточную экспрессию фермента, которая приведет к гибели опухолевых 
клеток-реципиентов. Во втором варианте экспрессионной системы, где ген биназы сцеплен с геном ин-
гибитора – «киллерной» конструкции, действие барстара обеспечит пролонгированный эффект экспрес-
сии генетической конструкции в клетках-продуцентах. Полученные генетические конструкции позволят 
оценить, насколько важно опухолевым клеткам секретировать токсический фермент для уничтожения 
клеток-соседей, либо предпочтительным является путь «суицида». 
Исследование выполнено в рамках Программы повышения конкурентоспособности Казанского 
(Приволжского) федерального университета и поддержано стипендиальной Программой Президента 
РФ для молодых ученых и аспирантов в части генетической инженерии и грантом РФФИ в части ин-
гибирования RAS в клетках А549 (№ 17-00-00060). 
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